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" Betr.: Europaisches Patent mit de
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0784674 '

Das Europfische Patentamt hat auf die eurcp#ische Patentarmeldung
95 93 4621.4 ein Patent mit der im Betreff genannten Verdffent-
. Jlichungsnummer erteilt.
Das Patent, dessen Wirkung fur die Bundesrepublik Deutschland nach
- Art. 79 Abs. 3 und 97 Abs. 4 EPU mit der Vertffentlichung des Hin-
weises auf die Patenterteilung im Europdischen Paterntblatt eintritt,
wird beim Deutschen Patent- und Markenamt unter dem Aktenzeichen

695 28 070.8-08

gefihrt. Es wird gebeten, im Schriftverkehr mit dem Deutschen Patent-

und Markenamt und bei Einzahlungen nur noch dieses Aktenzeichen zu
verwenden. :

Falls die gesamte europiische Patentschrift nicht in deutscher
Sprache verdffentlicht worden ist, hat der Patentinhaber innerhalb
einer Frist von drej Monaten eine deutsche Ubersetzung dieser Patent-
schrift (zweifach) beim Deutschen Patent- und Markenamt einzureichen
und die Gebuhr fur deren Verdffentlichung zu entrichten. Als Ver-
wendungszweck ist neben dem amtlichen Aktenzeichen der. Gebilhrencode
313 820 anzugeben. Hinsichtlich der Zahlungsmdglichkeiten wird auf die

.. Ruckseite verwiesen. Die Frist beginnt mit der Vertffent1ichung des

(G Hinweises auf die Patenterteilung im europidischen Patentblatt. Wird
innerhalb der Frist die Ubersetzung nicht eingereicht oder die Gebuhr
nicht entrichtet, so gelten die Wirkungen des europfischen Patents fur
die Bundesrepubdlik Deutschland als von Anfang an nicht eingetreten.
Als nachste Jahresgebihr wird die 08. Jahresgebihr fallig. Sie ist an
die Zahlstelle des Deutschen Patent- und Markenamtes einzuzahlen und
kann bis zum 31.12.2002 zuschlagfrei entrichtet werden.

Zusatz fUr Vertreter: Weitere Zustellungen erfolgen nur nach Vorlage
einer Vollmacht bzw. Anzeige der Vertretungsubernahme.

Diese Mitteilung wurde maschinell erstellt und wird nicht unterschrieben.
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Novozymes A/S

Vedr.: DK/EP patent nr. 0784674. Virkning for Danmark.

Hermed har ovennaevnte europaiske patent faet virkning for Danmark, og er indfert i
patentregistret under registreringsnummer DK/EP 0784674. Patentbrev er vedlagt.

De kan opretholde patentet, sa lzenge De betaler arsgebyrer, dog hgijst i 20 ar regnet
fra den dag, patentansegningen anses for indleveret.

Arsgebyrer for gebyrar, som begynder efter den dag, hvor Den Europasiske Patent-
myndighed har bekendtgjort sin afgerelse om meddelelse af patentet skal betales til
Patent- og Varemzerkestyrelsen. Bt

Ved henvendelse til Patent- og Varemaarkestyre|sen kan De fa oplysning om de nu-
vaerende arsgebyrers starrelse.

De har selv ansvaret for betaling af arsgebyrer. Hvis De ikke betaler &rsgebyreme
rettidigt, bortfalder patentet, uanset om der er modtaget pamindeise om betaling eller
€j. ’
Gebyreme kan betales ved check trukket i et dansk pengeinstitut, via postgiro eller
ved personlig henvendelse til direktoratets kasse. Gebyreme skal betales i danske
kroner. Husk venligst at oplyse patentets nummer, nar De betaler gebyreme.

Med venlig hilsen

I Nt

Jette Pawelczuk
Afdelingsleder

C-¢c.0E70 VvV
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Kongeriget Danmark

Patent nr. DK/EP 0784674

Det europzeiske patent pa den opfindelse, som er angivet i vedlagte
overszettelse af europaeisk patentskrift, har faet virkning for Danmark.
Pa patentskriftets forside findes oplysning om patenthaver, om dagen
for Den Europo'elske Patentmyndigheds bekendtgerelse af patentets
meddelelse, om dagen for bekendtgerelse af dansk oversaettelse af
patentskriftet og om den europzeiske indleveringsdag, som er dagen
fra hvilken patenmden leber.

Patentets virkning for Danmark er meddelt i medfer af patentioven, jf.
lovbekendtgerelse nr. 587 af 2. juli 1993.

‘4, november 2002

Patent- og Varemarkestyrelsen

@/k%omv- og Erhve |stenet

Mogens Kring
Direktor

e —— _\
PATENT- 0G VAREMAZRKESTYRELSEN

T R - - - -
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Int.Cie.: C12N 9/20 C12N 1114
Oversatielsen bekendtgjort den: 2002-11-04

Dato for Den Europapiske Patentmyndigheds
bekendtgerelise om meddelsise af patentet: 2002-09-04

Europaeisk ansagning nr.: 95934621.4

Europaeisk indleveringsdag: 1995-10-26

Den europasiske ansagnings publiceringsdag: 1997-07-23

International ansegning nr.: PCT/DK95/00425

Internationakt publikationsnr.: WO/8613579

Prioritet: 1994-10-26 DK 1235/94 '

Designerede stater: AT BE CH DE DK ES FR GB GR IE IT LI LU NL PT SE

Patenthaver: Novozymes A/S, Krogshoejvej 36, 2880 Bagsvaerd, Danmark

Optinder. OXENBOLL, Karen M., Novo Nordisk A/S-Novo Allé, 2880 Bagsveerd, Danmark
BORCH, Kim, Novo Nordisk A/S-Novo Allé, 2880 Bagsveerd, Danmark
PATKAR, Shamkant Anant, Novo Nordisk A/S-Novo Allé, 2880 Bagsvaerd, Danmark

(54)

(56)

Benavnelse: Hidtil ukendt lipolytisk enzym

Fremdragne publikationer:

EP-A- 0130 064

WO-A-94/03578

US-A-5439 811

DIALOG INFORMATION SERVICES, File 155, Medline, Dialog
Accession No. 09225262, Medline Accession No. 95155262,
NAGAOT. et al., “Cloning and Nucieotide Sequence of cDNA
Encoding a Lipase from Fusarium Heterosporum®; & J. BIO-
CHEM.,, (TOKYO) (VAPAN), Sep. 1994, 116(3), p536-40.
DIALOG INFORMATION SERVICES, File 5, BIOSIS, Dialog
Accession No. 4087161, Biosis Accession No. 76037012, GU-
MENOV V.L. et al., "The Content of Cyclic Nucleotides and
Phospho di Esterase Activity in the Ontogenesis of the Phy-
to Pathogenic Fungus Fusariumcuimorum®; & PRIKL. BIOK-
HIM. MIKROBIOL., 18(5), 1982, 652-658.

DIALOG INFORMATION SERVICES, File 5, BIOSIS, Dialog
Accession No. 3130931, Biosis No. 70080838, LINT.S. et al.,
"|solation and Characterization of a Cuticuiar Poly Ester Cu-
tin Hydrolyzing Enzyme from Phytopathogenic Fungi®; &
PHYSIOL. PLANT. PATHOL., 17(1), 1980, 1-16.

DIALOG INFORMATION SERVICES, File 155, Medline, Dialog
Accession No. 03118570, Medline Accession No. 77020570,
SOLIDAY C.L. et al., "Isolation and Characterization of a Cuti-
nase from Fusarium Roseum Culmorum and its Immunologi-
cal Comparison With Cutinases from F. Solani Pisi®; &
ARCH. BIOCHEM. BIOPHYS., (UNITED STATES), Sep. 1976,
176(1), p334-43.
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Teknisk omrade
Den foreliggende opﬁndelse angér hidtil ukendte lipolytiske enzymer. Mere

specifikt tilvejebringer opfindelsen hidtil ukendte lipolytiske enzymer afledt ud
fra Fusarium culmorum.

Baggrundsteknik

Lipolytiske enzymer finder mangfoldige industrielle anvendelser. Alkalisk lipase
er af szerlig interesse til anvendelse i detergentsammenszetninger.

Alkaliske lipaser af mikrobiel oprindelse er blevet beskrevet, hvilket indbefatter
lipaser opnaet ud fra Fusarium. Lipaser opnaet ud fra Fusanum culmorum er

- aldrig blevet beskrevet.

Sammendrag af opfindelsen

Det er et formal ifelge den foreliggende opfindelse at tilvejebringe hidtil
ukendte alkaliske lipolytiske enzymer (EC 3.1.1.3).

Opfindelsen tivejebringer i sit farste aspekt falgelig et lipolytisk enzym afledt
ud fra Fusarium culmorum.

Enzymet har et pH-optimum i omradet fra ca. 7 til ca. pH 9, mere specifikt ca.
pH 8, nér det bestemmes ved 30 °C med tributyrin som substrat:- —-

Enzymet har felgende N-terminalaminosyresekvens (jf. SEQ ID NO:1):

Ala-Val-Ser-Val-Ser-Thr-Thr-Asp-Phe-Gly-Asn-Phe-Lys-Phe-Tyr-lie-Glin-His-
Gly-Ala-Ala-Ala-Tyr-Xaa-Asn-, ‘ '

Opfindelsen tilvejebringer i sit andet aspekt en fremgangsmade til fremstilling
?f det lipolytiske enzym, hviken fremgangsmade omfatter dyrkning af en
lipase-producerende stamme af Fusarium culmorum | et egnet
nzeringsmedium, der indeholder carbon- og nitrogenkilder og andre uorganiske
salte, efterfulgt af indvinding af det lipolytiske enzym.

NZAS-0020587



10

15

25

35

DK/EP 0784674 T3;

2

Opfindelsen tilvejebringer i sit tredje aspekt en fremgangsmade til fremstilling
af det lipolytiske enzym, hvilken fremgangsmade omfatter at isolere et DNA- -
fragment, der indkoder det lipolytiske enzym; kombinere DNA-fragmentet med
et passende ekspressionssignal i en passende plasmidvektor; introducere
plasmidvektoren i en passende vaert enten som et autonomt replikerende
plasmid eller integreret i kromosomet; dyrke vaertsorganismen under
betingelser, der ferer til ekspression af det lipolytiske enzym; og indvinde
enzymet ud fra dyrkningsmediet.

Opfindelsen tilvejebringer i yderdigere aspekter detergentsammenszetninger,

savel som detergentadditiver, der omfatter det lipolytiske enzym ifeige
opfindelsen.

Obﬁndelsen tilvejebringer endelig en biologisk ren kultur af stammen Fusarnium
culmorum CBS 513.94. :

Detaljeret beskrivelse af opfindelsen
Mikroo:ga'nismen

Opfindelsen tilvejebringer lipolytiske enzymer afledt ud fra en stamme af
svampen Fusarium culmorum. Fusarium culmorum er en kendt art, og
stammer af Fusarium culmorum er blevet deponeret og er offentiigt
tiigeengelige fra depositar-institutter, for eksempel Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM), Tysklaod og American Type
Culture Collection (ATCC), USA.

| en foretrukken udfarelsesform tilvejebringer opfindelsen et lipolytisk enzym
afledt ud fra stammen Fusanum culmorum DSM 1094, Fusarium culmorum
DSM Fusarnium culmorum 62 184, Fusarium culmorum DSM 62 188, Fusarium
culmorum DSM 62 191, Fusarium culmorum DSM 62 223, Fusarium culmorum
ATCC 12 656, Fusarium culmorum ATCC 15 620, Fusarium culmorum ATCC
16 430, Fusanum culmorum ATCC 16 551, Fusarium culmorum ATCC 26 556,
Fusanum culmorum ATCC 34 910, Fusarium culmorum ATCC 34913,
Fusarium culmorum ATCC 36 017, Fusarium culmorum ATCC 36 879,
Fusanium culmorum ATCC 36881, Fusanum culmorum ATCC 36 886,
Fusanum culmorum ATCC 44 417, Fusarium culmorum ATCC 46 040,

e s e - PrasT=——— e v ’ ¥
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Fusarium culmorum ATCC 56 088, Fusarium culmorum ATCC 56 089,
Fusarium culmorum ATCC 60275, Fusarium culmorum ATCC 60 362,
Fusarium culmorum ATCC 62 214, Fusarium culmorum ATCC 62 215 eller
Fusarium culmorum ATCC 60 075 eller en mutant eller en variant deraf. '

| sin mest foretrukne udferelsesform tilvejebringer opfindelsen et lipolytisk
enzym afiedt ud fra stammen Fusarium culmorum CBS 513.94 eller en mutant
eller en varant deraf. Denne stamme er blevet deponeret ifelge
Budapesttraktaten vedrerende International Recognition of the Deposit of
Microorganisms for the Purposes of Patent Procedure ved Centraalbureau
Voor Schimmelcultures (CBS), Ooesterstraat 1, Postbus 273, NL-3740 AG
Baam, Holland, den 25. oktober 1994.

| et andet aspekt tilvejebringer opfindelsen en biologisk ren kultur af stammen
Fusarium culmorum CBS 513.94.

Fysisk-kemiske egenskaber

| foretrukne udferelsesformer kan de lipolytiske enzymer ifelge opfindelsen
karakteriseres ved at have én eller flere af feigende fysisk-kemiske
egenskaber.

Enzymet har et pH-optimum i omréadet fra ca. 7 til ca. pH 9, mere specifikt ca.
pH 8, nar det bestemmes ved 30 °C med tributyrin som substrat.

Enzymet har folgende N-terminalaminosyresekvens (jf. SEQ ID NO:1):

Ala-Val-Ser-Val-Ser-Thr-Thr-Asp-Phe-Gly-Asn-Phe-Lys-Phe-Tyr-lle-Gin-His-
Gly-Ala-Ala-Ala-Tyr-Xaa-Asn-.

Enzymet har en rﬁolekylvaegt ‘pa 284kDa som bestemt ved masse-
spektrometri.

Fremstilling af det lipolytiske enzym

Det lipolytiske enzym ifelge opfindelsen kan fremstilles ved dyrkning af en
stamme af Fusanum culmorum i et egnet naeringsmedium, der indeholder
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carbon- og nitrogenkilder og uorganiske salte, efterfulgt af indvinding af
lipasen. | en foretrukken udferelsesform er den lipaseproducerende stamme
Fusarium culmorum CBS 513.94 eller en mutant eller en variant deraf.

Det lipolytiske enzym kan ogsd opnas ved rekombinant DNA-teknologi ved
fremgangsmader kendt inden for faget per se, for eksempel ved at isolere et
DNA-fragment, der indkoder lipasen, kombinere DNA-fragmentet med
passende ekspres-sionssignal(er) i en passende vektor, introducere vektoren
eller dele deraf i en passende veert enten som et autonomt replikerende
plasmid eller integreret | kromosomet, dyrke vaertsorganismen under
betingelser, der ferer ti ekspression af lipasen og indvinde lipasen ud fra
dyrkningsmediet.

| foretrukne udferelsesformer af opfindelsen er vaertsorganismen af bakteriel
oprindelse, fortrinsvis en stamme af Escherichia coli eller en stamme af
Bacillus eller en stamme af Streptomyces, eller af svampeoprindelse,
fortrinsvis en stamme af Aspergillus, en stamme af Neurospora, en stamme af
Fusarium eller en stamme af Trichoderma, eller en geaercelle, fortrinsvis en
stamme af Saccharomyces eller en stamme af Kluyveromyces eller en
stamme af Hansenula eller en stamme af Pichia.

Efter dyrkningen kan det lipolytiske enzym indvindes og oprenses ud fra
dyrkningsnaeringsvaesken ved traditionelle fremgangsmader, sasom hydrofob
kromatografi, ionbytningskromatografi eller kombinationer deraf.

Lipolytisk aktivitet

Den lipolytiske aktivitet kan bestemmes under anvendelse af tributyrin som
substrat. Denne fremgangsmade er baseret pa enzymets hydrolyse af
tributyrin, og alkaliforbruget registreres som en funktion af tiden.

En lipaseenhed (LU) er defineret som den enzymmaengde, der under
standardbetingelser (dvs. ved 30,0 °C; pH 7,0; og tributyrin som substrat)
frigiver 1 pmol titrerbar smersyre pr. min. Gummi arabicum anvendes som
emulgerings-middel.

NZAS-0020590
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En folder, AF 95/5, der beskriver denne analytiske fremgangsmade mere
detaljeret, er tilgaengelig ved forespergsel hos Novo Nordisk A/S, Danmark,
hvilkken folder herved er indbefattet under henvisning.

Detergensammenszetninger

Det lipolytiske enzym ifelge opfindelsen kan typisk vaere en bestanddel af en
detergentsammenseetning. Det kan som sadan indbefattes i
detergentsammen-saetningen i form af et ikke-stevende granulat, en
stabiliseret veeske eller et beskyttet enzym. Ikke-stevende granulater kan for
eksempel fremstilles som beskrevet i US 4 106 991 og 4 661 452 (begge til
Novo Industri A/S) og kan eventuelt coates ved fremgangsmader kendt inden
for  faget. Eksempler pa voksagtige coatingmaterialer er
poly(ethylenoxid)produkter (polyethylenglyool, PEG) med middelmolekylvaegte
pa fra 1000 ti- 20 000;- ethoxylerede nonylphenoler, der har fra- 16 til 50
ethylenoxidenheder; ethoxylerede fedtalkoholer, i hvilkke alkoholen indeholder
fra 12 til 20 carbonatomer, og i hvilke der er fra 15 til 80 ethylenoxidenheder;
fedtalkoholer; fedisyrer; og mono- og di- og triglycerider af fedtsyrer.
Eksempler pa filmdannende coatingmaterialer egnede til anvendelse ved
teknikker med fluidt leje er givet i patent GB 1483 591. Vaeskeformige
enzympraeparater kan for eksempe! stabiliseres ved at tilszette en polyol,
sasom propylenglycol, en sukkerart eller en sukkeralkohol, meelkesyre eller
borsyre ifelge de etablerede fremgangsmader. Andre enzymstabiliserende
midler er velkendte inden for faget. Beskyttede enzymer kan fremstilles ifeige
fremgangsmaden beskrevet i EP 238 216. . R

Detergentsammensaetningen ifeige opfindelsen kan veere i en hvilken som
helst bekvem form, for eksempel som pulver, granuler, pasta eller veeske. Et
vaeskeformigt detergent kan vaere vandholdigt, hvor det typisk indeholder op til
70 % vand og 0-30 % organisk opl@sningsmiddel, eller ikke-vandholdigt.

Detergentsammensaetningen omfatter ét eller flere overfladeaktive midler, som
hver for sig kan vaere anioniske, nonioniske, kationiske eller zwitterioniske.
Detergentet indeholder saedvanligvis 0-50 % anionisk overfladeaktivt middel,
sasom linezer alkylbenzensulfonat (LAS), alfa-olefinsulfonat (AOS), alkylsulfat
(fedtalkohol-sulfat) (AS), alkoholethoxysulfat (AEOS eller AES), sekundaere
alkansulfonater  (SAS),  alfa-sulfofedtsyremethylestere,  alky-  eller
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alkenylravsyre, eller saebe. Den kan ogsa indeholde 0-40 % nonionisk
overfladeaktivt middel, sasom alkoholethoxylat (AEO eller AE), carboxylerede -
alkoholethoxylater, nonylphenolethoxylat, alkyipolyglycosid, alkyl-
dimethylaminoxid, ethoxyleret fedtsyremonosthanolamid,
fedtsyremonoethanolamid eller polyhydroxyalkylfedtsyreamid (for eksempel
som beskrevet i WO 92/06 154).

Detergentsammenszaetningen kan endvidere omfatte ét eller flere andre
enzymer, som traditionelt anvendes i detergentsammensaetninger, sdsom en
amylase, en cutinase, en prolease, en cellulase, en peroxidase og/eller en
oxidase. . '

Detergentet kan indeholde 1-65 % af en detergentbuilder eller et kompleks-
dannende middel, sasom zeolit, diphosphat, triphosphat, phosphonat, citrat,
nitrolo-trieddikesyre (NTA), ethylendiamintetraeddikesyre (EDTA),
diethylentriaminpenta-eddikesyre (DTMPA), alkyl- eller alkenyiravsyre,
opleselige silicater eller lagdelte silicater (for eksempel SKS-6 fra Hoechst).
Detergentet kan ogsa vaere ikke-builder-holdigt, dvs. i alt vaesentligt fri for
detergentbuilder.

Detergentet kan omfatte én eller flere polymerer. Eksempler er carboxy-
methylcellulose (CMC), poly(vinylpyrrolidon) (PVP), polyethylenglycol (PEG),
poly<{vinylalkohol)  (PVA),  polycarboxylater = sdsom polyacrylater,
malein/acyisyre-copolymerer og lauryimethactylat/acrylsyre-copolymerer.

Detergentet kan indeholde et 'blegemiddelsystem, der kan omfatte en
H20zkilde, sasom perborat eller percarbonat, som kan kombineres med en
persyre-dannende blegemiddelaktivator, sasom tetraacetylethylendiamin
(TAED) eller nonanoyloxybenzensulfonat (NOBS). Blegemiddelsystemet kan
altenativt omfatte peroxysyrer af for eksempel amid-, imid eller sulfontypen.

Enzymeme i detergentsammenszetningen ifelge opfindelsen kan stabiliseres
under anvendelse af stabiliseringsmidler, for eksempel en polyol, sasom
propylen-glycol eller glycerol, en sukkerart eller en sukkeralkoho!, maslkesyre,
borsyre eller et borsyrederivat sasom for eksempel en aromatisk boratester, og
sammensatningen kan formuleres som beskrevet | for eksempel
WO 92/19 709 og WO 92/19 708. '
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Detergentet kan ogsd indeholde andre traditionelle detergentbestanddele,
sasom for eksempel stofkonditioneringsmidler, der indbefatter lerarter, skum-
forstaerkere, saebeskumsundertrykkende midker, antikorrosionsmidler, smuds-
suspenderende  midler, antismudsgenaflejringsmidler, farvestoffer,
baktericider, optisk hvidt elier parffume.

pH'en (malt i vandig oplesning ved brugskoncentration) vil seedvanligvis vaere
neutral eller alkalisk, for eksempel i omradet 7-11. ‘

Saerige former af detergentsammenseetninger inden for omfanget af
opfindelsen indbefatter:

1) En detergentsammensaetning formuleret som et granulat, der har en
bulkmassefylde pa mindst 600 g/l, som omfatter

{Linezer alkylbenzensulfonat (beregnet som syre) Cl7-12%
Alkoholethoxysulfat (for eksempel C,2.4s-alkohol, 1-2 EO) eller 1-4%
alkytsulfat (for eksempel Cye.45)

Alkoholethoxylat (for eksempel C,4,4s-alkohol, 7 EO) 5-9%
Natriumcarbonat {(som Na;COs,) 14 -20%
Opisseligt silicat (som Na,0,2Si0;) 2-6%
Zealit (som NaA1SiO,) 15-22%
Natriumsulfat (som NazSO,) 0-6%
Natriumcitrat/citronsyre (som CgHsNa;O07/CeH;s05) 0-15%

| Natriumperborat (som NaBO3.H;0) 11-18%
TAED - ] - [2-8%
Carboxymethyicellulose 0-2%
Polymerer (for eksempel malein/acryisyre-copolymer, PVP, PEG) 0-3%
Enzymer (beregnet som rent enzymprotein) 0,0001-0,1 %
Mindre bestanddele (for eksempel saebeskumsundertrykkende 0-5%
midler, parfume, optisk hvidt, lysblegemidier)

NZAS-0020593
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2) En detergentsammensastning formuleret som et granulat, der har en

bulkmassefylde pa mindst 600 g/l, som omfatter

Linezer alkylbenzensulfonat (beregnet som syre) 6-11%
Alkohotethoxysulfat (for eksempel C,a.p-alkohol, 1-2 EO eller 1-3%
alkyisulfonat (for eksempel Cyp.15)

Alkoholethoxylat (for eksempel C,¢.1s-alkohol, 7 EO) 5-9%
Natriumcarbonat (som Na,CO,) 15-21%
Opleseligt silicat (som Na;0,2Si0,) 1-4%
Zeolit (som NaA1SiO,) 24-34 %
Natriumsuifat (som Na,SO0,) 4-10%
Natriumcitrat/citronsyre (som CeHgNasO+/CeHsO4) 0-15%
Carboxymethylcellulose 0-2%
Polymerer {for eksempel malein/acrylsyre-copolymer, PVP, PEG) 1-6%
Enzymer (beregnet som rent enzymprotein) 0,0001-0,1 %
Mindre bestanddele (for eksempel seebeskumsundertrykkende - |0-5%

midler, parfume)

3) En detergentsammenszetning formuleret som et granulat, der har en

- bulkkmassefylde pa mindst 600 g/, som omfatter

Linezer alkylbenzensulfonat (beregnet som syre) 5-9%
Alkoholethoxylat (for eksempel C,2.45-alkohol, 7 EO) 7-14%
Saebe som fedtsyre (for eksempel Cia - fedtsyre) 1-3%
Natriumcarbonat (som Na;COa,) 10-17%
Oploeseligt silicat (som Naz0,2Si0,) 3-9%
Zeolit (som NaA1SiO,) 23-33%
Natriumsulfat (som Na,SO,) 0-4%
Natriumperborat (som NaBO,.H;0) 8-16%
TAED 2-8%
Phosphonat (for eksempel EDTMPA) 0-1%
Carboxymethylicelluiose 0-2%
Polymerer (for eksempel malein/acryisyre-copolymer, PVP, PEG) 0-3%
Enzymer (beregnet som rent enzymprotein) 0,0001 -0,1%
Mindre bestanddele (for eksempel seebeskumsundertrykkende 0-5% .

midler, parfume, optisk hvidt)
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4) En detergentsammensaetning formuleret som et granulat, der har en

bulkmassefylde p4 mindst 600 g/, som omfatter

Lineaer alkylbenzensulfonat (beregnet som syre) 8-12%
Alkoholethoxylat (for eksempel C,,.4s-alkohol, 7 EO) 10-25%
Natriumcarbonat (som Na,CO,) 14~22%
Opleseligt silicat (som Na;0,2Si0;) 11-5%
Zeolit (som NaA1SiO,) 25-35%
Natriumsulfat (som Na,SO,) 0-10%
Carboxymethyicellulose 0-2%
Polymerer (for eksempel malein/acryisyre-copolymer, PVP, PEG) 1-3%
Enzymer (beregnet som rent enzymprotein) 0,0001-0,1%
Mindre bestanddele (for eksempel saebeskumsundertrykkende 0-5%
midler, parfume)

5)YEn \)andig Vaskéformig dete}gentsammensaatning, som omfatter

Linezer alkylbenzensulfonat (beregnet som syre) 15-21%
Alkoholethoxylat (for eksempel Cy2.15-alkohol, 7 EO eller 12-18%
Ci2.4s-alkohol, 5 EO)

Seebe som fedisyre (for eksempel oleinsyre) 3-13%
Alkenylravsyre (Cya.14) 0-13%
Aminoethanol 8-18%
Citronsyre 2-8%
Phosphonat 0-3%
Polymerer (for eksempel PVP, PEG) 0-3%
Borat (som B,0) 0-2%
Ethano! 0-3%
Propylenglycol 8-14%
Erizymer (beregnet som rent enzymprotein) 0,000t -0,1%
Mindre bestanddele (for eksempel dispergeringsmidler, seebeskums- {0 -5 %
undertrykkende midler, parfume, optisk hvidt)
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6) En vandig struktureret veeskeformig detergentsammenszetning, som
omfatier

Linezer alkyfbenzensulfonat (beregnet som syre) 15-21%
Alkoholethoxylat (for eksempel C,2.4s-alkohol, 7 EO sller 3-9%
Ci2.u5-alkohol, 5 EO)

Sabe som fedtsyre (for eksempel oleinsyre) 3-10%
Zeolit (som NaA1SiO,) 14-22%
Kaliumcitrat - 9-18%
Borat (som B,O;) 0-2%
Carboxymethylicellulose ’ 0-2%
Polymerer (for eksempel PEG, PVP) L 0-3%

Forankringspolymerer, sdsom for eksempel laurylmethacrylat/acryl-  ]0-~3%
syre-copolymer; molaert forhold 25:1; MV 3800

Glycerol 7 0-5%

Enzymer (beregnet som rent enzymprotein) “ 0.0001 -0,1%

Mindre bestanddele (for eksempel dispergeringsmidler, seebeskums- |0 -5 %
undertrykkende midler, parfume, optisk hvidt)

7) En detergentsammensaetning formuleret som et granulat, der har en
bulkmassefylde pa mindst 600 g/l, som omfatter

Fedtalkoholsulfat 5-10%
Ethoxyleret fedtsyremonoethanolamid 3-9%
Saebe som fedtsyre : 0-3%
Natriumcarbonat (som Na,CO,) 5-10%
Oplaseligt silicat (som Na;0,2Si0,) ]  J1-4%
Zeolit (som NaA1SiOy) 20-40%
Natriumsulfat (som Na,SO,) 2-8%
Natriumperborat (som NaBO;.H,0) 12-18%
TAED 2-7%
Polymerer (for eksempe! malein/acrylsyre-copolymer, PEG) 1-5%
Enzymer (beregnet som rent enzymprotein) 0,0001 - 0,1 %
Mindre bestanddele (for eksempel optisk hvidt, saebeskums- 0-5%
undertrykkende midler, parfume)
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8) En detergentsammenszetning formuleret som et granulat, der omfatier

Lineaer alkylbenzensulfonat (beregnet som syre) 8-14%
Ethoxyleret fedtsyremonoethanolamid 5-11%
Szebe som fedtsyre 0-3%
Natriumcarbonat (som Na;CO,) 4-10%
Opleseligt silicat (som Na;0,28i0,) 1-4%
Zeolit (som NaA1SiO,) 30-50%
Natriumsulfat (som Na,S0,) I-11%
Natriumcitrat (som CgHsNasOy) 5-12%
Polymerer (for eksempel PVP, malein/acrylsyre-copolymer, PEG) 1-5%
Enzymer (beregnet som rent enzymprotein) 0,0001-0,1%
Mindre bestanddele (for eksempel sa2beskumsundertrykkende 0-5%
midler, parfume)

) 9) Enideiege‘nrtsamménéaétr;ihgr formuleret som et Qfénulat. der omfatter

Linezer alkylbenzensutfonat (beregnet som syre) 6-12%
Nonionisk overfladeaktivt middel 1-4%
Sabe som fedtsyre 2-6%
Natriumcarbonat {(som Na,CO;) 14-22%
Zeolit (som NaA1SiO,) 18- 32%
Natriumsulfat (som Na,SO,) 5~20%
Natriumcitrat (som CgHsNasO;) 3-8%
Natriumperborat (som NaBOs.H;0) 4-9%
Blegemiddelaktivator (for eksempel NOBS eller TAED) - . 11=5%
Carboxyrmethyicellulose 0-2%
Polymerer (for eksempel polycarboxylat eller PEG) 1-5%
Enzymer (beregnet som rent enzymprotein) 0,0001-0,1%
Mindre bestanddele (for eksempe! optisk hvidt, parfume) 0-5%
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10) En vandig vaeskeformig detergentsammensaetning, der omfatter
Linezer alkylbenzensulfonat (beregnet som syre) 15-23%
Alkoholethoxysulfat (for eksempel Cy.is-atkohol, 2-3 EOQ) 8-15%
Alkoholethoxylat (for eksempel C,,.4s-alkohol, 7 EO eller 3-9%
C,2.45-alkohol, 5 EO)
Saebe som fedtsyre {for eksempel laurinsyre) 0~-3%
Aminoethanol 1-5%
Natriumcitrat 5-10%
Hydrotrop (for eksempel natriumtoluensulfonat) 2-6%
Borat (som B,O;) 0-2%
Carboxymethylcellulose 0-1%
Ethano! 1-3%
Propylenglycol ) 2-5%
Enzymer (beregnet som rent enzymprotein) 0,0001-0,1%
Mindre bestanddele (for eksempel polymerer, dispergeringsmldler 0-5%
parfume, optisk hvidt)

11) En vandig veeskeformig detergentsammensaetning, der omfatter

Linezer alkylbenzensulfonat (beregnet som syre) 20-32%
Alkoholethoxylat (for eksempel Cy.4s5-alkohol, 7 EO eller 6-12%
Cy2.5-alkohol, 5 EQ)
Aminoethanol 2-6%
Citronsyre 8-14%
Borat (som B,O;) ' _ 11-3%
Polymer (for eksempel maleir/acrylsyre-copolymer, forankrings- 0-3%

{ polymer, s&som for eksempel lauryimethacrylat/acrylsyre-copolymer)
Glycerol 3-8%
Enzymer (beregnet som rent enzymprotein) 0,0001 -0,1%

Mindre bestanddele (for eksempel hydrotropmidler, dispergerings- {0-5%
midler, parfume, optisk hvidt)

T - ee——— T —— -—
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12) En detergentsammenszetning formuleret som et granulat, der har en

bulkmassefylde pa mindst 600 g/l, som omfatter

Anionisk overfladeaktivt middel (linezer alkylbenzensulfonat, alkyl- 25~-40%
sulfonat, alfa-olefinsulfonat, alfa-sulfofedtsyremethylestere, alkan-

sulfonater, sasbe)

Nonionisk overfladeaktivt middel (for eksempel alkoholethoxylat) 1-10%
Natriumcarbonat (som Na,CO;) 8-25%
Opleselige silicater (som Naz0,2Si0,) 5-15%
Natriumsuifat (som Na,;S0,) 0-5%
Zeolit (som NaA1Si0,) 15-28%
Natriumperborat (som NaBO,.4H;0 0-20%
Blegemiddelaktivator (TAED eller NOBS) 0-5%
Enzymer (beregnet som rent enzymprotein) 0,0001-0,1%
Mindre bestanddele (for eksempel parfume, optisk hvidt)

0-3%

13) Detergentformuleringer som beskrevet i 1) — 12), hvor alt eller en del af det

lineaere alkylbenzensulfonat er erstattet med (C12-C1s)alkylsulfat.

14) En detergentsammensaetning formuleret som et granulat, der har en

bulkmassefylde pa mindst 600 g/, som omfatter

(Cy2-Cis)-alkylsulfat 9-15%
Alkoholethoxylat 3-6%
Polyhydroxyalkylfedtsyreamid 1-5%
Zeaolit (som NaA1SiO,) 10-20%
Lagdelt disilicat (for eksempel SK56 fra Hoechst) 10-20 %
Natriumcarbonat (som Na;COs) 3-12%
Oploseligt silicat (som Na0,2Si0,) 0-6%
Natriumcitrat 4-8%
Natriumpercarbonat 13-22%
TAED 3-8%
Polymerer (for eksempel polycarboxylater og PVP) 0 -'5 %
Enzymer (beregnet som rent enzymprotein) 0,0001-0,1%
Mindre bestanddele (for eksempel optisk hvidt, lysblegemiddel, 0-5%

parfume, saeebeskumsundertrykkende midier)
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15) En detergentsammensaetning formuleret som et granulat, der har en
bulkmassefylde pa mindst 600 g, som omfatter

(CiCis)-alkylsulfat 4-8%
Alkoholethoxylat 11-15%
Szbe 1-4%
Zeolit MAP eller zeolit A 35-45%
Natriumcarbonat (som Na;CO,) 2-8%
Opleseligt silicat (som Na;0,2Si0,) 0-4%
Natriumpercarbonat 13-22%
TAED 1-8%
Carboxymethylceliulose 0-3%
Polymerer (for eksempel polycarboxylater og PVP) 0-3%
Enzymer (beregnet som rent enzymprotein) 0,0001 -0,1%
Mindre bestanddele (for eksempel oplisk hvidt, phosphonat, 0-5%.
parfume) )

16) Detergentformuleringer som beskrevet i 1) —~ 15), der indeholder en
stabiliseret eller indkapslet persyre, enten-som en yderligere bestanddel eller
som en substitut for allerede specificerede blegemiddelsystemer.

17) Detergentsammensaetninger som beskrevet i 1), 3), 7), 9) og 12) hvor
perboratet er erstattet af percarbonat.

18) Detergentsammenszetninger som beskrevet i 1), 3), 7). 9). 12), 14) og 15),
som yderiigeré indeholder en mangankatalysator. Mangankatalysatoren kan
for eksempel vaere én af forbindelseme beskrevet i * Efficient manganese
catalysts for low-temperature bleaching”, Nature 369, 1994, sideme 637-639.

19) Detergentsammensaetning formuleret som en ikke-vandig detergent-
veeske, der omfatter et vaeskeformigt nonionisk overfladeaktivt midde!, sdsom
for eksempel en linezer alkoxyleret primeer alkohol, et buildersystem (for
eksempel phosphat), et enzym og alkali. Detergentet kan ogsd omfatte et
anionisk overfladeaktivt middel og/eller et blegemiddelsystem.

Det lipolytiske enzym ifelge opfindelsen kan inkorporeres | koncentrationer, der
traditionelt anvendes i detergenter. Det pataenkes for gjeblikket, at lipasen |
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detergentsammenszetningen ifolge opfindelsen kan tilssettes i en maengde,
der svarer til 0,001-100 mg lipase pr. liter vaskeveeske.
EKSEMPLER

Opfindelsen illustreres yderligere med henvisning til de efterfelgende
eksempler, som ikke tilsigter af veere begraensende pa nogen som helst made
for omfanget af opfindelsen ifgige kravene.

EKSEMPEL 1

Dyrkningseksempel

Der blev fremstillet podekulturer af stammen Fusanum culmorum CBS 513.94 i
500 mi rystekolber, der indeholdt 100 ml, med felgende sammenszaetning:
Majsstebevaeske (terret) 1291
Glucose 24 g/l

Til_ hver kolbe tilszettes 0,59 CaCO3 og 0,5 ml olie. pH indstilles pa 5,5 for
autoklavering.

Efter 3 dage ved 26°C og 250 omdr. pr. min. blev 5ml af hver af
podekulturerne podet i rysteflasker, der indeholdt 100 ml af falgende medium:

Pepton, Difco 0118 6gh

Pepticase, Sheffield Products 4 gl

Geerekstrakt, Difco 0127 3gh - f e
Kedekstrakt, Difco 0126 1.591

Dextrose, Roquette 101-0441 1 g/l

Olivenolie, Sigma 109/

pH indstilles pa 7,3-7,4 fer autoklavering.

Dyrkningen foregik i 9 dage ved 26 °C og 250 omdr. pr. min. Nzerings-
vasskemne blev centrifugeret, og supematanterne blev oprenset pa en hydrofob
matrix (TSK gel ButylToyoPearl 650 C-sgjle tiigaengelig fra Tosoh Corporation,
Japan) og anvendt til yderligere undersegelser. ‘
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Eksempel 2
Karakteriseringseksempel
pH-optimum

Den ifelge eksempel 1 opndede supematant blev underkastet LU-metoden il
bestemmelse af den ovenfor beskrevne lipaseaktivitet, og relationen mellem
pH og lipaseaktiviteten af de lipolytiske enzymer ifelge opfindelsen blev
bestemt ved 30 °C i omradet fra pH 6 til pH 10.

Resultateme af denne karakterisering er preesenteret i fig. 1. Det lipolytiske
enzym har sit pH-optimum i omradet fra ca. pH 7 til ca. pH 9, mere specifikt ca.
pH 8.

Molekylveegtbestemmelse

Det blev udfert massespektrometri under anvendelse af matrixunderstettet
laser desorption ionisation time-of flight (MALDI-TOF }-massespektrometri med
et VG Analytical TofSpec. Til massespektrometri blev 2 pi preve opnaet ifzige
eksempel 1 blandet med 2p maettet matrixoplesning (a-cyano-4-
hydroxykanelsyre i 0,1 % TFA:acetonitril (70:30)), og 2 pl af blandingen blev

_ som en plet anbragt p4 malpladen. Fer introduktion | massespektrometret blev

oplesningsmidlet flemet ved afdampning. Praven blev desorberet og ioniseret
med 4 ns laserpulse (337 nm) ved taerskellasereffekt og-accelereret ind i det
feltfrie banerar med en accelerererende spaending pa 25 kV. loner blev pavist
med en mikrokanalplade indstillet pd 1850 V. Spektrene blev kalibreret
ekstemt med proteiner med kendt masse.

Der blev bestemt en masse pa 28,4 kDa.
N-terminalaminosyresekvens
Under anvendelse af standardmetoder til opnéelse og sekvensbestemmelse af

peptider [Findlay & Geisow (red.) (1989); Protein sequencing — a practical
approach; IRL Press] er folgende 25-N-terminalaminosyrerester af det

|

- 4
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lipolytiske enzym blevet identificeret som praesenteret ved SEQ 1D NO:1 (hvor
Xaa betegner en ukendt aminosyrerest):

Ala-Val-Ser-Val-Ser-Thr-Thr-Asp-Phe-Gly-Asn-Phe-Lys-Phe-Tyr-lle-Gin-His-
Gly-Ala-Ala-Ala-Tyr-Xaa-Asn-.

EKSEMPEL 3
Lipolytisk aktivitet

Under anvendelse af et monolagsudstyr (KSV-500, KSV Instruments, Finland)
er det blevet demonstreret, at det lipolytiske enzym fra Fusanum culmorum har
betragtelig foreget aktivitet over for dicaprin i naervaer af langkaedede
alkoholethoxylater.

Et blandet monolag i en veldefineret samlet sammenszaetning fremstillet af et
diglyceridsubstrat og en  alkoholethoxylatmonobestanddel  (AEO:
Heptaethylenglycol-monooctadecylether) udspredes pa en vandig subfase
(10 mM Glycin, pH 10,0, 0,1 mM EDTA, 25 °C). Overfladetrykket indstilles 'pé
den enskede veerdi, og en veldefineret maengde enzym (10 LU; lipaseenhed
som defineret ovenfor) sprejtes ind i subfasen. Lipolytisk virkning manifesterer
sig ved den hastighed af en mobil barriere, der komprimerer monolaget med
henblik pa at opretholde konstant overfladetryk, efterhadnden som uopleselige
substratmolekyler hydrolyseres til mere vandoploselige reaktionsprodukter.
Under anvendelse af dette assay bedemmes lipolytiske -enzymer ved en
parameter B, der angiver den areal-slutbrokdel af substrat (dicaprin), der
forbliver ikke-hydrolyseret af enzymet, nar den lipolytiske aktivitet standser.

Pa denne made blev lipasen ifelge opfindelsen sammenlignet med en
Aspergillus-lipase, der traditionelt anvendes i detergenter (Lipolase™,
tigeengelig fra Novo Nordisk A/S, Danmark). Resultaterne er preesenteret i
tabel 1 nedenfor. :
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Tabel 1

Forbedret tolerance af lipolytisk enzym fra Fusarium culmorum sammen-lignet
med Lipolase™. :

B (30 mN/m)*
Lipolase™ 57 %
Fusarium culmorum lipase 25%

* Anvendt overfladetryk

Disse resultater viser, at ved sammenligning med Lipolase™ er det lipolytiske
enzym opnaet ud fra Fusarium culmorum betragtelgt mere virkningsfuldt, nar
der er alkoholethoxylater til stede i substratfasen.

EKSEMPEL 4

Substrataffinitet

Der er blevet udvikiet en fremgangsmade, som sigter mod en enkel
sammenligning af lipolytiske enzymers evne til akkumulere pa/i en
substratfase (olivenolie) ved alkalisk pH (pH 9,0) og tilstedevaerelse af det
nonioniske overflade-aktive middel Dobanol 25-7 (2500 ppm) i den vandige
fase.

Procedure . _ . . .

1. To identiske pufferoplesninger (5 mi) fremstilles | 20 mi haetteglas, der kan
forsegles, ("preve” (s) og "reference (r)).

2. Det tilsasttes enzym til "preve” og “reference”, og lipasekoncentrationen
bestemmes (X LU/ml).

3. Det tilszettes olivenolie til "prove” og begge lipaseoplesninger rystes kraftigt.
Inkubation ved 4 °C natten over.

4. Tilbagevaerende lipasekoncentration i de vandige faser bestemme_s efter
inkubation (Y, LU/ml; i=r,s).

s . - ) ’ e — . ’ T
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Sammendragq af inkubationsbetingelser .

Puffer 100 mM glycin (5 ml)
pH 9,0

Substrat Olivenolie (5 mi).
Temperatur 4°C

Lipaseaktivitet 5-10 LU/ml
Inkubation Natten over (24-26 h)

Evaluering af data
Resultatet beregnes ved at sammenligne aktivitetstabet ved inkubering i den
vandige fase i kontakt med olivenolien med aktivitetstabet i den vandige fase i
fraveer af olivenolie:
a =YY, (se ovénfor)
Resultaterne er praesenteret i tabel 2 nedenfor.
Tabel 2
Substrataffinitet
Lipolytisk enzym o (%)

Lipolase™ 99 %
Fusarnium culmorum lipase 99 % - -
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SEKVENSLISTE _
(2) INFORMATION OM SEQ ID NO: 1:
(i) SEKVENSEGENSKABER:
(A) LEENGDE: 25 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(C) BESKAFFENHED: enkel
(D) TOPOLOG!: linezer
(ii) MOLEKYLTYPE: peptid
(v) FRAGMENTTYPE: N-terminal
(vi) NATURLIG OPRINDELSE:
(A) ORGANISME: Fusarium culmorum
(B) STAMME: CBS 513.94
(ix) EGENSKABER:
(A) NAVN/KODE: CDS
(B) PLACERING: 101..1433 -~ .
(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEQ ID NO: 1:
Ala Val Ser Val Ser Thr Thr Asp Phe Gly Asn Phe Lys Phe Tyr lle

1 5 10 15
Gin His Gly Ala Ala Ala Tyr Xaa Asn
20 25
- - D et st T
P NN . erERGSRli -
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TILKENDEGIVELSER ~VEDRORENDE EN DEPONERET  MIKRO-
ORGANISME

(PCT-regel 13bis)
A. De nedenfor anferte tilkendegivelser angar den mikroorganisme, der er
henvist til i beskrivelsen pa side 3, linieme 9-14
B. IDENTIFIKATION AF OPBEVARINGSSTED
Navn pa depositarinstitution )
CENTRAALBUREAU VOOR SCHIMMELCULTURES
Adresse pa depositarinstitution
Oosterstraat 1, Postbus 273,'NL-3740 AG BARN 1, Holland
Deponeringsdato: 25. oktober 1394 lAccessionsnummer CBS 513.94
C. YDERLIGERE TILKENDEGIVELSER
Med hensyn til de designationer, hvormed et europzeisk og/eller et austraisk
patent seges, medens patentansegningen verserer, stilles en preve af den
deponerede mikroorganisme kun til radighed for en uathzngig ekspert
nomineret af den person, der eftersperger preven (Regel 28 (4) EPC /
Forordning 3.25 ifelge Australia Statutory Rules 1991 No 71).
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Patentkrav

1. Lipolytisk enzym, der:
a) er afledt ud fra en stamme af Fusarium culmorum,

b) har et pH-optimum i omradet fra ca. 7 til ca. pH 9, nar det bestemmes ved
30 °C med tributyrin som substrat, og

c) har felgende N-terminalaminosyresekvens:
Ala-Val-Ser-Val-Ser-Thr-Thr-Asp-Phe-Gly-Asn-Phe-Lys-Phe-Tyr-lle-Gin-His-
Gly-Ala-Ala-Ala-Tyr-Xaa-Asn-,

2. Lipolytisk enzym ifelge krav 1, der er afledt ud fra stammen Fusarium -
culmorum CBS 513.94.

3. Lipolytisk enzym ifelge krav 1 eller 2, der har en molekyiveegt pa 28,4 kDa
ved massespektrometri.

4. Fremgangsmade til fremstilling af et lipolytisk enzym ifelge et hvilket som
helst af kravene 1-3, hvilken fremgangsmade omfatter dyrkning af en lipase-
producerende stamme af Fusanum culmorum i et egnet naeringsmedium, der
indeholder carbon- og nitrogenkilder og andre uorganiske salte, efterfuigt af
indvinding af det lipolytiske enzym. . e

5. Fremgangsmade ifalge krav 4, hvorved den lipaseproducerende stamme er
stammen Fusarium culmorum CBS 513,94.

6. Fremgangsmade til fremstilling af et lipolytisk enzym ifeige et hvilket som
helst af kravene 1-3, hviken fremgangsmade omfatter at isolere et DNA-
fragment, der indkoder det lipolytiske enzym; kombinere DNA-fragmentet med
et passende ekspressionssignal i en passende plasmidvektor; introducere
plasmidvektoren i en passende vaert enten som et autonomt replikerende
plasmid eller integreret i kromosomet, dyrke veertsorganismen under
betingelser, der forer til ekspression af det lipolytiske enzym; og indvinde
enzymet ud fra dyrkningsmediet.
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7. Fremgangsméde ifelge krav 6, hvorved veertsorganismen er af bakteriel
oprindelse, fortrinsvis en stamme af Escherichia coli eller en stamme af
Bacillus eller en stamme af Streptomyces, eller af svampeoprindelse,
fortrinsvis en stamme af Aspergillus, en stamme af Neurospora, en stamme af
Fusarium eller en stamme af Trichoderma, eller en geercelle, fortrinsvis en
stamme af Saccharomyces eller en stamme af Kiuyveromyces eller en
stamme af Hansenula eller en stamme af Pichia.,

8. Detergentsammenszetning, der omfatter det lipolytiske enzym ifelge et
hvitket som helst af kravene 1-3.

9. Detergentsammenszaetning ifelge krav 8, som yderligere omfatter én eller

flere andre enzymer, navnlig proteaser, amylaser, cellulaser, oxidaser og/eller
peroxidaser.

10. Detergentadditiv, der omfatter det lipolytiske enzym ifélge et hvilket som
helst af kravene 1-3 tilvejebragt i form af et granulat, fortrinsvis et ikke-
stevende granulat, en vaeske, navnlig en stabiliseret vaeske, en opslaemning
eller et beskyttet enzym.

11. Biologisk ren kultur af stammen Fusarium culmorum CBS 513.94.

NZAS-0020609
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